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Introdução: vários fatores estão associados à lesão de isquemia fria (IF) e referfusão quente 
(RQ) no transplante hepático (TxH), tais como infiltrado de neutrófilos e linfo-plasmocitário, 
liberação de citoquinas inflamatórias e apoptose. Porém, pouco se conhece sobre o papel da 
IF/RQ em enxertos esteatóticos. Objetivo: avaliar o papel da lesão de IF/RQ no TxH em 
humanos comparando enxertos esteatóticos e não esteatóticos. Métodos: entre maio/02 e 
março/07 foram realizadas 84 biópsias pós reperfusão (2hs após RQ) e 18 pré reperfusão, 
totalizando-se 84 TxH em 82 pacientes. As biópsias foram agrupadas em 5 grupos, de acordo 
com o grau de macro e microesteatose: GEL – leve (<30%), GEM – moderada (30-59%), 
GEG - grave (≥60%), GEA - sem esteatose, GPR-pré-reperfusão. Nas 102 biópsias foram 
analisadas: porcentagens de macro e microesteatose, graus de exudato de neutrófilos (0-3) e 
infiltrado linfo-plasmocitário portal (0-3), índices de apoptose (métodos de Túnel e Caspase-
3) e de ICAM-1. As esteatoses macro (n=49) e microvesicular (n=74) foram individualmente 
analisadas e classificadas em graus leve (G1), moderado (G2) e grave (G3) e ausente (G4). 
Resultados: o índice de apoptose (TUNEL) foi: GEL=0.262±0.111, GEM=0.278±0.113, 
GEG=0.244±0.117, GEA=0,275±0.094 e GPR=0.181±0.123, p-0.07. No grupo 
macroesteatose índice de apoptose (TUNEL) foi: G1=0.284± 0.106, G2+3=0.160±0.109, 
G4=0,275±0.094, p-0.05; e no grupo microesteatose, G1=0.222±0.123, G2+3=0.293±0.108, 
G4=0.275±0.094, p-0.049. O GEG expressou o ICAM-1 em 83% dos casos de forma difusa. 
Não existiu diferença estatística entre os grupos ao analisarmos os índices de apoptose 
(caspase-3) e ICAM-1. Conclusão: o GEG e o grupo macroesteatose (moderado e grave) 
apresentaram significante redução no índice de apoptose, enquanto o grupo microesteatose 
(moderado e grave), significante aumento. E o GEG apresentou expressão de ICAM-1 
difusamente, podendo ser estes marcadores envolvidos na lesão de I/R hepática dos enxertos 




Introduction: many factors are responsable for ischemic/reperfusion (I/R) injury in liver 
transplant (LTx) as apoptosis. However, the role of I/R injury in steatotic grafts is still 
unclear. Mains: to analyze the role of I/R in LTx comparing steatotic vs non steatotic graft. 
Methods: between May/02 and march/07 we performed 84 liver biopsies (2hours) after 
arterial reperfusion of grafts. Overall we performed 84 LTx in 82 patients.The liver biopsies 
were divided in 5 groups according with degree of macro and microvesicular steatosis in mild 
(<30%)-MSG, moderate (30-59%)-MoSG, severe (≥60%) – SSG, absent stetatosis – ASG, 
before reperfusion – BRG. In 102 liver biopsies were analyzed: percentage of macro and 
micro steatosis, degree of neutrophils, apoptosis index (TUNEL and Caspase-3) and ICAM-1. 
Also were analyzed macro and micro steatosis alone and they were classified in different 
degree MILD (G1), moderate (G2), severe (G3) and absent (G4). Results: the apoptosis index 
(TUNEL) was: MSG=0.262±0.111, MoSG=0.278±0.113, SSG=0.244±0.117, 
ASG=0,275±0.094 e BPR=0.181±0.123, p-0.07. The macrosteatosis’ apoptosis index 
(TUNEL) was G1=0.284± 0.106, G2+3=0.160±0.109, G4=0,275±0.094, p-0.05; and in  
microsteatosis group - G1=0.222±0.123, G2+3=0.293±0.108, G4=0.275±0.094, p-0.049. 
There are no statistic difference among the groups when we analyzed apoptosis (caspase-3) 
and ICAM-1 index. Conclusion: the SSG and macrosteatosis (degree moderate and severe) 
presented significantly decrease of apoptosis index, probable because these cells died before 
start apoptotic process. However the microsteatosis (degree moderate and severe) increased 
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O transplante hepático (TxH) é a terapia de escolha para pacientes portadores de 
doenças hepáticas terminais e insuficiência hepática aguda [1, 3]. 
 A cada ano a necessidade de TxH tem aumentado de forma exponencial enquanto a 
disponibilidade de enxertos atinge um platô [4]. Na última década a demanda por TxH 
aumentou, nos Estados Unidos 13,000 pacientes aguardam na fila por TxH enquanto apenas 
4000 enxertos estão disponíveis por ano [2].  
A fim de expandir o número de doadores cadavéricos, tem-se utilizado aqueles 
portadores de sorologias positivas para vírus da hepatite B (anti HBc+) ou C, Chagas, 
sífilis, prolongado tempo de UTI e enxertos com esteatose. . 
 A prevalência de obesidade, diabetes e distúrbios metabólicos aumenta na 
população geral e são importantes fatores de risco no desenvolvimento da esteatose [5-10]. 
A incidência de esteatose hepática varia de 6 a 11% quando analisadas necrópsias por 
mortes acidentais [11, 12] e em 20% em pacientes submetidos a ressecções hepáticas [13]. 
Estima-se que 20% a 40% dos fígados de doadores cadáver são esteatóticos [14] e 1/3 
destes sejam descartados [15]. De 23% a 35% dos doadores vivos apresentam mais de 10% 
de esteatose [7, 16, 17].  As razões da alta prevalência da esteatose, em doadores de 
múltiplos órgãos ou aqueles submetidos à hepatectomia, são deficitárias condições 
nutricionais e prolongados dias em UTI em morte cerebral [18].   
A presença de esteatose no fígado é um fator de risco após a realização de 
ressecções hepáticas com mortalidade operatória excedendo 14% [19], enquanto nos 
fígados normais é menor do que 2% [20]. 
O tipo de esteatose, macro ou microvesicular e os graus leve, moderado e grave 
estão associados aos resultados pós-TxH. Até o inicio da década de 90, muitos centros 
transplantadores optavam por não utilizar enxertos com mais de 20% de esteatose. Portman 
et al [21] relataram pela primeira vez a associação entre a presença de esteatose hepática 
grave (>60%) no enxerto e não funcionamento primário do enxerto (primary non function - 
PNF) após o TxH [21]. 
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A presença de esteatose nos enxertos hepáticos está associada com aumento na 
disfunção primária e PNF, necessidade de retransplante e diminuição nas taxas de 
sobrevivências de pacientes e enxertos.[4, 22, 23]. A incidência de PNF aumentou para 
5,1% quando transplantou-se enxertos com esteatose macrovesicular, comparado a 1,8% 
dos enxertos sem esteatose. Também se observou queda nas taxas de sobrevivências de 
pacientes (77% versus 91%) e de enxertos (70% versus 82%) [24] com esteatose 
macrovesicular versus sem esteatose. Já os resultados do TxH com enxertos com 
microesteatose apresentaram -se similares aos dos enxertos sem esteatose [25, 26].  
Os resultados do TxH utilizando enxertos com esteatose leve (menor do que 30%) 
foram similares aos dos enxertos não esteatóticos [27,28]. Entretanto, os enxertos hepáticos 
com esteatose moderada são classificados como sub-ótimos por aumentarem os riscos de 
PNF a 13% [6, 29-31] comparados a 3% dos sem esteatose [6]. Os resultados do TxH com 
enxertos com esteatose moderada é variável. Há relatos de queda na sobrevivência de 
pacientes a 58% versus 73% dos enxertos sem esteatose [32]. Porém em outros estudos [27, 
28, 33] as sobrevivências de pacientes e enxertos com esteatose moderada e sem esteatose 
foram idênticos. Já os enxertos com mais de 60% de esteatose [33] apresentam risco 
estimado em desenvolver PNF em 60% [33-35]. Assim a utilização destes enxertos para 
TxH tem sido limitada, porém alguns centros os têm transplantado [36]. 
A lesão de I/R hepática é um importante problema na prática clínica, 
particularmente no choque hipovolêmico com ressuscitação, transplante hepático, cirurgia 
hepática e cirurgia vascular, nos quais os mecanismos bioquímicos não são completamente 
conhecidos. A lesão de isquemia fria / reperfusão quente (IF/RQ) é responsável pelo não 
funcionamento de aproximadamente 10% dos enxertos hepáticos [37]. Outros fatores 
associados como o tempo de isquemia fria acima de 12 horas [38], doadores maiores de 50 
anos e a presença de esteatose favorecem a lesão de IF/RQ [39].  
 As fases da lesão de I/R hepática são precoce e tardia. A primeira é neutrófilo-
independente, sendo mediada pelas espécies reativas de oxigênio, enquanto a fase tardia é 
neutrófilo-dependente [40]. As células de Kupffer são as primeiras e chave para mediarem 
o processo de lesão de I/R, na fase precoce [41], com as funções de fagocitar patógenos e 
secretar citoquinas pró-inflamatórias [42], incluindo fator de necrose tumoral (TNFα) e 
molécula de adesão intercelular -1 (ICAM-1) [43-45]. A expressão das moléculas de adesão 
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(ICAM-1) nas células endoteliais sinusoidais estimulam a produção e a liberação de 
citoquinas que promovem a migração dos neutrófilos para o interior do fígado [46, 47], 
resultando em lesão hepatocelular direta. [48, 49]. O ICAM-1 tem um importante papel 
como modulador da lesão tecidual mediada pelo neutrófilo [50] e é regulado pelas 
citoquinas como o TNFα, IL-1 e interferon γ [51, 52]. O TNFα foi identificado como 
mediador da lesão tecidual, local e à distância, associado com a lesão de I/R hepática [53].  
As células endoteliais dos sinusóides são o alvo inicial da lesão de I/R hepática [54-
56]. A lesão destas células resultam em distúrbios do fluxo sangüíneo na microcirculação 
hepática, ativação e adesão da moléculas leucócito-dependente, ativação das plaquetas e 
lesão secundária dos hepatócitos causando disfunção ou PNF dos enxertos [18, 57, 58]. Os 
mecanismos da lesão das células endoteliais durante a IF/RQ não estão completamente 
esclarecidos. Vários trabalhos têm sugerido ser a lesão de I/R resultante do processo de 
apoptose das células endoteliais [59-62]. A apoptose na lesão de IF/RQ hepática resulta no 
desenvolvimento e exacerbação da disfunção primária e PNF dos enxertos representando 
risco eminente de vida ao receptor [18, 63, 64]. No momento da reperfusão hepática vários 
mediadores são liberados, tais como as espécies reativas de oxigênio [65, 66] e as 
citoquinas, dentre estas o TNFα, que são potentes mediadores de apoptose [67-70]. As 
plaquetas podem também induzir a apoptose das células endoteliais dos sinusóides [71]. 
Embora os mecanismos intracelulares da apoptose sejam complexos e pouco entendidos, 
tem-se identificado a ativação das caspases como desencadeante deste processo. As 
caspases 2, 8, 9 e 10 são sinalizadoras e estão envolvidas na fase inicial da cascata da 
apoptose , enquanto as caspases 3, 6 e 7 participam da fase final [72-74]. A importância das 
caspases na apoptose tem sido amplamente demonstrada através da utilização de inibidores 
destas proteases no bloqueio da apoptose [74-78].       
Os achados histológicos atribuídos à lesão de IF/RQ incluem a presença de 
esteatose microvesicular, infiltrados focais de neutrófilos no parênquima hepático, 
colestase, balonização dos hepatócitos, necrose e apoptose [79] e são fatores preditores da 
função dos enxertos [18, 39, 80, 81].  
Os mecanismos de lesão de I/R nos fígados esteatóticos são pouco tolerados e 
conhecidos [19, 82-84]. Não está claro se apoptose caracteriza também a lesão isquêmica 
nos fígados gordurosos e quais mecanismos pelas quais a presença de esteatose nos 
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enxertos causa disfunção primária e PNF [85, 86]. Selzner et al em estudo experimental 
apresentou a hipótese de ser a apoptose o sinal responsável pela disfunção dos enxertos 
esteatóticos [92]. Porém observou intensa necrose celular e diminuído grau de apoptose 
hepatocítica. 
Alguns fatores identificados na lesão de I/R de fígados esteatóticos levaram a 
proposta de mecanismos para explicar a sua fisiopatologia, entretanto, ainda faltam estudos 
para a elucidação desta alteração. Na esteatose grave, a diminuição do fluxo sanguíneo 
portal, decorrente da isquemia seguida de reperfusão e da própria esteatose, tem sido 
apontado com um mecanismo. A piora da microcirculação [87-90] tem sido proposta como 
um importante fator associado à intolerância dos fígados esteatóticos a lesão de IF/RQ [6], 
pois resultam em hipertensão portal após a reperfusão[89]. A balonizacão dos hepáticos 
resulta na distorção da luz dos sinusóides, aumentando a resistência e diminuindo o fluxo 
sangüíneo e conseqüentemente causando isquemia secundária nos enxertos [89, 91]. O 
acúmulo de gordura no citoplasma dos hepatócitos está associado com o aumento no 
volume da célula [87] podendo resultar em obstrução parcial ou completa do espaço 
sinusoidal [92]. O grau de esteatose está mais relacionado com a diminuição importante do 
fluxo na microcirculação do parênquima do que com fluxo sangüíneo hepático total [93]. 
Outros fatores da lesão de IF/RQ tais como o edema das células e aderência de plaquetas e 
leucócitos [71, 94-96] em combinação com a redução pré-existente dos espaços sinusoidais 
agravam a lesão de I/R. 
Durante o TxH o fluxo sanguíneo é interrompido e o parênquima está exposto a 
significante isquemia e depleção dos níveis de energia intracelular [6]. A esteatose pode 
causar alterações na função mitocondrial [9, 10, 100, 101]. Os hepatócitos esteatóticos 
aumentam o não acoplamento de proteínas e diminuem a produção de ATP mitocondrial 
[97-99]. Nos enxertos esteatóticos observou-se redução nos níveis de ATP e adenosina 
trifosfatase (ATPase) após 6 e 24horas de preservação fria. Assim importantes fontes de 
energia como a β-oxidação e a gliconeogenese, estão diminuídos em fígados esteatóticos.   
Alterações na membrana plasmática dos sinusóides nos fígados esteatóticos 
proporcionam aumento da ativação e adesão das células de Kupffer na reperfusão[107]. 
Durante a isquemia fria os lipídeos podem se solidificar e na reperfusão observa-se a 
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ruptura dos hepatócitos [91, 102, 103]. Os fígados esteatóticos são de base predispostos ao 
stress oxidativo que pode piorar após a reperfusão do novo enxerto [101, 104, 105]. 
Outros mecanismos da lesão de I/R têm sido propostos em fígados com esteatose 
tais como o aumento da adesão de neutrófilos e ICAM-1 [106].  
A identificação de mecanismos da lesão I/R nos fígados com esteatose pode abrir 
novas terapias com importante aplicação clinica. Atualmente medidas terapêuticas têm sido 
investigadas a fim de vencermos os desafios da esteatose no transplante hepático e assim 
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Este é um estudo retrospectivo utilizando dados de prontuários e material de biópsia 
hepática estocado, provenientes de pacientes submetidos a transplante hepático no período de 
01/maio de 2002 e 01/março de 2007 na Real e Benemérita Associação Portuguesa de 
Beneficência de São Paulo pela equipe de transplante de órgãos HEPATO. 
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital Beneficiência Portuguesa e a 
análise dos marcadores da lesão de isquemia e reperfusão pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
da EPM/ UNIFESP (protocolo n°1100/07). 
Os critérios de inclusão dos pacientes foram os portadores de doença hepática aguda 
(insuficiência hepática aguda) e crônica hemodinamicamente estáveis, re-transplante (somente 
para os pacientes já incluídos no estudo) e os que receberam enxertos de doadores cadáver.  
Foram excluídos do estudo os pacientes que evoluíram a óbito nos primeiros 7 dias de 
pós operatório, os que receberam enxertos reduzidos (doadores vivos,fígados bipartidos ou 
reduzidos), os menores de 15 anos e os receptores instáveis hemodinamicamente (altas doses 
de drogas vasoativas) pré TxH.   
A amostra foi composta de 82 pacientes submetidos a 84 transplantes hepáticos, sendo 
dois retransplantes. 
Os 84 TxH foram distribuidos em 4 grupos de acordo com o grau de esteatose dos 
enxertos em: ausente, leve (<30%), moderado (30 – 59%) e grave (≥60%), assim 
denominados: GEA -esteatose ausente (n-21), GEL -esteatose leve (n-29), GEM -esteatose 
moderada(n-22), GEG - esteatose grave(n-12). Em 18 casos, realizou-se biópsia pré – 
reperfusão (no tempo do back table) constituindo o GPR -grupo pré-reperfusão(n-18). Foram 
analisadas as esteatoses macrovesicular e microvesicular e classificadas em graus leve (G1), 
moderado+ grave (G2+3) e ausente (G4). 
Os parâmetros estudados nos 84 doadores cadáveres foram obtidos a partir da ficha da 
Secretaria do Estado da Saúde, Sistema Estadual de Transplantes, Informações sobre doador 
de múltiplos órgãos e incluem: idade, sexo, peso, altura, índice de massa corpórea, grupo 
sangüíneo, causas de óbito, dias em UTI, presença de parada cardio-respiratória e de 
infecções, utilização de drogas vasoativas, sorologias (Chagas, HIV, HTLV I/ II, HbsAg, anti-
HBs, anti-HBc, anti-HCV, CMV, toxoplasmose) e avaliação dos níveis séricos de AST, ALT, 
fosfatase alcalina, Gama GT, bilirubinas e sódio.  A média e desvio padrão da idade (anos), 
peso (Kg) e índice de massa corpórea dos doadores foram: idade(anos): GEL=42,69±16,65; 
GEM=42,59±12,79; GEG=39,67±16,20; GEA=42,90±12,27(p=0,9); peso(kg): 
GEL=71,93±10,07; GEM=72,14±15,11; GEG=70,00±16,06; GEA=72,05±9,72 (p=0,6); e 
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índice de massa corpórea: GEL=25,52±3,24, GEM=25,35±3,36; GEG=23,78±4,23; 
GEA=24,91±2,45 (p=0,4). A causa mais freqüente de óbito do doador foi acidente vascular 
cerebral em GEL=15 (51,7%), GEM=15 (68,2%), GEG=6 (50%), GEA=15 (71,4%), 
(p=0,45). Nos grupos GEL, GEM, GEG e GEA, respectivamente, a média e desvio padrão 
dos dias de permanência em UTI dos doadores foi de 5,2±4,4; 3,6±3,0; 4,7±3,5 e 6,9±4,3 
(p=0,06) e dos níveis séricos de AST=130,0±173U/L; 94,2±72,0U/L; 99,7±111,4U/L; 
247,5±803,6U/L; (p=0,6); ALT=90,9±113,4U/L; 64,9±49,6U/L; 79,8±61,4U/L; 
154,1±230,4U/L (p=0,2); bilirrubina total=0,99±1,31mg/dL; 0,85±0,60mg/dL; 
0,77±0,44mg/dL; 0,9±0,79mg/dL; p=0,9 e sódio=154,3±17,9mMol/L; 154,7±11,2mMol/L; 
154,6±16,1mMol/L; 154,9±16,8mMol/L (p=1,0). Dos 84 enxertos transplantados foram 
repassados por outras equipes em GEL, GEM, GEG e GEA, respectivamente: 11 (37,9%); 7 
(31,8%); 5 (41,7%) e 3 (14,3%)  (p=0,6).  
Os demais parâmetros avaliados dos doadores como: grupo sangüíneo, causas de 
óbito, sorologias, presença de parada cardio-respiratória e infecção, uso de drogas vasoativas, 
dias de permanência em UTI e níveis séricos de gama glutamil transferase (Gama GT) e 
fosfatase alcalina encontram-se na Tabela 1 do apêndice. 
Os parâmetros analisados dos 82 receptores em GEL (n=29), GEM (n=20), GEG 
(n=12) e GEA (n=21) foram, respectivamente, média e desvio padrão de idade (anos): 
51,6±10,6; 46,7±12,5; 54±7,8; 52,3±10,6 (p=0,2) e peso (Kg): 70,7±11,7; 77,3±14,9; 69,2± 
9,1; 75,9±13,8 (p=0,2). A maioria dos pacientes era do sexo (masculino) em GEL= 25 
(86,2%), GEM=18 (90%), GEG=8 (66,7%), GEA=19 (90,5%) (p=0,2). Os grupos sanguíneos 
dos receptores e doença hepática de base encontram-se na Tabela 2 do apêndice. 
As condições clínicas dos receptores portadores de doença hepática crônica foram 
avaliadas através do escore MELD (Model End-stage Liver Disease) calculado no dia do 
transplante. Também, avaliou-se indicações de TxH, tempo de espera em lista pré TxH e 
tempo de internação após o TxH.  
As soluções de preservação utilizadas em GEL, GEM, GEG, GEA foram 
respectivamente: solução da Universidade de Wisconsin (UW) exclusivo (5litros)= 8 (27,6%), 
6 (27,3%), 3(25%), 5 (23,8%); UW (3litros) + solução de Euro-Collins (EC) (2litros)= 18 
(62,1%), 14 (63,6%), 6 (50%), 14 (66,7%) e outras= 3 (10,3%), 2 (9,1%), 3 (25%), 2 (9,5%) 
(p=0,9).  
A maioria dos transplantes foi realizada utilizando a técnica de Piggy back em GEL, 
GEM, GEG e GEA, respectivamente: 27 (93,1%), 19 (86,4%), 11 (91,7%) e 18 (85,7%), 
p=0,8, no restante utilizou-se técnica convencional.     
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Os esquemas de imunossupressão aplicados em GEL, GEM, GEG, GEA foram 
respectivamente: ciclosporina+ micofenolato mofetil + prednisona= 19 (65,5%), 10 (45,5%), 
7 (58,3%), 12 (57,1%); FK 506 + prednisona= 10 (34,5%), 8 (36,4%), 1 (8,3%), 7 (33,3%) e, 
nos demais casos, associou-se micofenolato ao FK 506 e prednisona (p=0,6).  
Também foram avaliados: tempo de isquemia fria, tempo de cirurgia e transfusão de 
concentrado de hemácias.  
A função dos enxertos hepáticos foram avaliadas nos sete dias iniciais de pós-
operatório por meio dos níveis séricos de AST, ALT, Gama GT, bilirrubinas, tempo de 
protrombina e a função renal através dos níveis de uréia e creatinina e comparado entre os 
grupos GEL, GEM, GEG e GEA.  
As causas de perda do enxerto transplantado e de óbitos foram divididos em precoces 
(<30dias pós TxH) e tardias (após 30dias de pós-operatório).  
As taxas de sobrevivências de pacientes e enxertos foram comparadas entre os quatro 
grupos de estudo, excluindo o grupo referência. Também, avaliou-se as taxas de 
sobrevivências de pacientes e enxertos nos grupos macroesteatose e microesteatose, 
comparando os graus de esteatose leve (G1), moderado+grave (G2+3) e ausente (G4).  
Utilizou-se os valores de AST, apoptose dos hepatócitos e necrose como marcadores 
de lesão hepatocelular [160]. 
Anormalidades discretas até o não funcionamento primário dos enxertos (primary non 
function – PNF foram denominados de disfunção primária do enxerto (DPE). Para a 
classificação da DPE foram considerados os seguintes parâmetros: presença de encefalopatia, 
instabilidade hemodinâmica, produção de bile escassa ou  bile de aspecto pálido, hipoglicemia 
e necessidade de reposição de glicose, coagulopatia, importante elevação das transaminases 
(>2000U/L), acidose metabólica, insuficiência renal e .necessidade urgente de retransplante  
[2] [3] [4].   
  
3.1 Avaliação histológica dos enxertos hepáticos 
 
As amostras teciduais do enxerto transplantado foram obtidas duas horas após a 
reperfusão arterial. Este material foi resultante de biópsia hepática, realizada no lobo 
esquerdo, em cunha, de 1,5 cm de profundidade, que foi imediatamente conservado em 
formol a 10% e enviado ao Centro Integrado de Patologia da Real e Benemérita Associação 
Portuguesa de Beneficência de São Paulo, e então submetidas a processamento de rotina para 
inclusão em parafina. 
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Protocolo para preparo das lâminas de hematoxilina-eosina (HE) - Cada bloco de 
parafina contendo a biópsia hepática foi cortado em micrótomo com a espessura de 3 micra 
por corte e transferido para as lâminas de vidro. Estas lâminas foram desparafinizadas em 
estufa a 75ºC e coradas pelo método de H.E. Posteriormente,  foram lavadas 4 vezes em 
álcool absoluto e mais 4 vezes em xilol, fixadas com lamínulas e prontas para serem 
analisadas. 
Protocolo para preparo das lâminas silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-silano- Sigma) - 
foram preparadas de acordo com o seguinte protocolo: os blocos de parafina contendo as 
biópsias hepáticas foram armazenados em freezer a -10°C, posteriormente cortados em fatias 
de 3 micra, que foram transferidas ao banho histológico a 60°C, colocadas em lâminas 
silanizadas, que permaneceram por 24 horas em estufa a 70°C.   
Protocolo Imuno-histoquímico para imuno-expressão do ICAM-1 (CD54) - A imuno-
histoquímica utilizada para a pesquisa do anticorpo em tecido foi realizada pelo método 
Peroxidase. Os cortes histológicos a 3 µm de espessura foram realizados em lâminas 
silanizadas (3-Aminopropil-trietoxi-silano- Sigma) e seguiu-se o protocolo: as lâminas foram 
desparafinadas em xilol e hidratas em álcool absoluto, 95%, 70% e água corrente, seguiu-se 
um bloqueio da peroxidade endógena com água oxigenada (H2O2) 10V 3% por 7 vezes de 5 
minutos, seguiu-se a lavagem com água e PBS e após, mais um bloqueio com o kit 
DakoCytomation – Biotin Blocking System, cod.X0590, marca DakoCytomation. Depois de 
todos os bloqueios as lâminas foram mergulhadas em ácido fórmico por 3 minutos, lavadas 
em água corrente e PBS. Seguiu-se a recuperação antigênica obtida através de alta 
temperatura, em panela de pressão Pascal, por 30’’/125ºC com Tris-Citrato pH- 7,2. Após este 
período, as lâminas foram lavadas em PBS por 3 banhos de 3 minutos cada e colocadas em 
solução de  leite em pó desnatado a 3%(Molico). O anticorpo primário ICAM-1(CD54) 
Novocastra Laboratories Lt, Newcastle, UK) título 1:80, diluído em BSA e aplicado sobre os 
cortes e controle positivo de tecido, e as lâminas incubadas “overnight”. As lâminas então 
foram lavadas em PBS e incubadas pelo NovoLink Min Polymer Detection System 
(Novocastra Laboratories, Newcastle, UK). Após esta etapa, as lâminas foram lavadas em 
PBS e seguiu-se a revelação pelo cromógeno 3,3 Diaminobenzidine (DAB) (Sigma Chemical 
Co, St Louis, MO, EUA). As lâminas foram lavadas abundantemente em água corrente e 
contra-coradas com Hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em seguida, as 
mesmas foram lavadas em água corrente, desidratadas, diafanizadas e montadas com resina 
para microscopia Entellan (Merck, Darmstadt, Alemanha).  
Protocolo imuno-histoquímico para detecção de imuno-expressão de apoptose pelo 
método de TUNEL (TdT-mediated dUTP-digoxigenin nick-end labeling)  - Os cortes 
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histológicos a 3 µm de espessura foram realizados em lâminas silanizadas (3-Aminopropil-
trietoxi-silano- Sigma) e seguiu-se o protocolo - Desparafinizar em 3 banhos de xilol de 5 
minutos cada sendo o 1° a 60º C e outros dois à temperatura ambiente, rehidratar em gradiente 
de etanol (100%,95%,90%,80%,70%), Incubar em Proteinase K (Proteinas K 20mg/ml em 
Tampão Tris –HCI 10mM pH 7,4) por 15-30 min à temperatura ambiente , Lavar 2 vezes em 
PBS (50 mM Fosfato + 200 mM NaCI), Incubar em H2O2 0,3% em Metanol por 30 minutos à 
temperatura ambiente, lavar 2 vezes em PBS , secar a área em torno da amostra, pipetar 50µl 
da mistura de reação TUNEL (5µl da Solução de Enzima (tubo 1) + 45 µl da Solução de 
Marcador (tubo2) por amostra, incubar as amostras sob lamínula plástica em câmara úmida a 
37ºC por 60 minutos, lavar 3vezes em PBS , secar a área em torno da amostra , pipetar 50pl 
do Conversor de Peroxidase (POD) por amostra, incubar as amostras sob lamínula plástica em 
câmara úmida a 37ºC por 30 minutos , lavar 3vezes em PBS, pipetar 50µl de DAB 
(0,2%+H2O2 0,05% cm PBS), incubar à temperatura ambiente por 10 minutos e lavar 3 vezes 
em PBS, utilizou-se o Kit Boehringer. 
Protocolo Imuno-histoquímico para detecção de imuno-expressão de apoptose pelo 
método da Caspase – 3 clivada - A imuno-histoquímica utilizada para a pesquisa do 
anticorpo em tecido hepático foi realizada pelo método Fosfatase Alcalina. Os cortes 
histológicos a 3 µm de espessura foram realizados em lâminas silanizadas (3-Aminopropil-
trietoxi-silano- Sigma) e seguiu-se o protocolo - as lâminas foram desparafinadas e hidratas e 
seguiu-se o bloqueio da peroxidade endógena com água oxigenada (H2O2)10V 3%  4 vezes de 
5 minutos cada, seguiu-se a lavagem com água e PBS (50 mM Fosfato + 200 mM NaCI); a 
recuperação antigênica  obtida através de alta temperatura com solução de recuperação 
antigênica, pronta para uso, Borg Decloakercom com range de pH entre 9,0 a 10,0 , 125º por 
1 min na Panela Pascal, e lavadas em água deionizada e  PBS; após os bloqueios, a Caspase 3 
clivada, marca Biocare  Medical , LLC. , título 1/100, e diluído em BSA foi aplicado sobre os 
cortes e controles, positivo de tecido, e as lâminas incubadas “overnight”. As lâminas então 
foram lavadas em PBS e incubadas pelo Kit MACH 2, Polímero-ALP Conjugado de cabra 
anti-coelho (Biocare Medical), por 30 min a temperatura ambiente. Após esta etapa, as 
lâminas foram lavadas em PBS e seguiu-se a revelação pelo cromógeno Vulcan Fast Red  
(Biocare Medical, EUA), por 20 a 30 min. a temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas 
abundantemente em água corrente e contra-coradas com Hematoxilina de Harris (Merck, 
Darmstadt, Alemanha). Em seguida, as mesmas foram lavadas em água corrente, 
desidratadas, diafanizadas e montadas com resina para microscopia Entellan (Merck, 
Darmstadt, Alemanha).  
 
 12
3.2 Critérios de avaliação do HE e imuno-histoquímica  
 
As lâminas coradas pelo HE foram analisadas duas vezes por um único patologista e 
os parâmetros estudados foram: 
1. A esteatose foi avaliada nas formas qualitativa e quantitativa. Na avaliação qualitativa, a 
infiltração de gordura citoplasmática pode ser separada em macro e microvesicular. A 
esteatose macrovesicular é definida como a presença de um grande vacúolo de gordura no 
interior do citoplasma do hepatócito que desloca o núcleo para periferia. Já, na esteatose 
microvesicular, o citoplasma contém várias e pequenas inclusões de gordura e o núcleo é 
mantido no centro do hepatócito. 
Para a avaliação quantitativa da esteatose hepática tomou-se por base a  porcentagem de 
inclusões de gordura presentes no citoplasma dos hepatócitos, classificando em graus leve 
(GEL: <30%), moderado (GEM:30 – 59%), grave (GEG: ≥60%) e ausente (GEA). 
Uma caracterização dos graus de micro e macroesteatose, separadamente, foi realizada por 
meio de análise semi-quantitativa, para os grupos acima estabelecidos.  
Desta forma, macroesteatose grau leve foi observada com a seguinte distribuição nos 
grupos: GEL-8 (27.6%), GEM- 7 (31.8%), GEG – 4 (33.3%) e GPR- 3 (16.6%) e os graus 
moderado + grave em GEM – 5 (22.7%), GEG – 4(33.3%) e GPR -2 (11.1%).  
Identificou-se esteatose microvesicular grau leve em GEL - 24 (83%), GEM - 4 (18%), 
GEG-2 (17%) e GPR-2(11.1%) e os graus moderado+grave em GEL -15 (68%), GEG-8 
(67%) e GPR - 4 (22.2%).   
2. Classificação do grau de exudato de neutrófilos (0 – ausente, I – raros ao redor da zona 3, 
II – moderado na zona 3, III – acentuado nas zonas 2 e 3 até a zona 1) 
3. Classificação do infiltrado portal linfomonoplasmocitário (0 - ausente, I – leve, II – 
moderado, III - acentuado) 
4. Análise dos graus da lesão de isquemia/reperfusão de acordo com escore de Suzuki 3 
modificado. Os graus foram definidos em 0 – ausência de congestão, vacuolização e 
necrose; 1 – congestão e vacuolização leves e necrose em <30% das células; 2 – congestão 
e vacuolização leves e necrose em <60% das células; 3 – congestão e vacuolização graves 
e necrose em >60% das células.  
5. Presença ou ausência de células apoptóticas 
 
As lâminas com imuno-expressão para apoptose (métodos de TUNEL e Caspase-3 
clivada) e ICAM-1 (molécula de adesão intercelular-1) foram analisados por dois 
patologistas. As imuno-expressões de apoptose e ICAM-1 foram avaliadas por meio do 
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método quantitativo, de contagem de pontos, utilizando-se um retículo com 100 pontos/ 
campo fixado à lente direita do microscópio, com objetiva 400x (microscópio ZEISS) sendo 
contado 10 campos/lâmina. Após calculou-se o índice de apoptose (%) através do cálculo da 





ix , onde i é o número do campo, 
variando de 1 até 10. O índice de imuno-expressão do ICAM-1 (%) também foi calculado por 





ix , onde i 
é o número do campo , variando de 1 até 10. As células positivas foram incluídas na contagem 
quando um dos pontos do reticulo esteve sobre o núcleo da célula.  
As análises semiquantitativas da imuno-expressão da apoptose (métodos de TUNEL e 
caspase-3 clivada) e da imuno-expressão do ICAM-1 foram realizadas de acordo com a 
positividade da reação no parênquima hepático e classificadas em graus segundo as zonas de 
Rappaport: grau I (zonaIII), grau II (zona II e III) e grau III (imuno-expressão desde região 
centro-lobular até região peri-portal, ou seja, acometendo todo lóbulo). Quando as imuno-
expressões de ICAM-1 e das células apoptóticas eram positivas em áreas focais no 
parênquima foram classificadas como focal, e denominadas de difusa quando toda a área 
analisada estava positiva.    
 
3.3 Análise estatística 
 
Os dados foram avaliados de acordo com a natureza das variáveis. As variáveis não-
paramétricas foram avaliadas através do teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney e as 
paramétricas pelo teste de A-NOVA e as sobrevivências pelas curvas de Kaplan- Meier. Os 
resultados foram considerados significantes quando p<0,05. Utilizou-se o programa SPSS 




4.1 Indicações de TxH e Escore MELD 
 
A principal indicação de TxH foi decorrente de doença hepática em estágio final em 
GEL, GEM, GEG e GEA, respectivamente: 18 (62,1%), 15 (68,2%), 10 (83,3%) e 13 
(61,9%), seguido por cirrose mais tumor - 11 (37,9%), 3 (13,6%), 2 (16,7%), 7 (33,3%), 
p=0,6. Três pacientes foram transplantados por insuficiência hepática aguda sendo 2 (9,1%) 
do GEM e 1 (4,8%) do GEA e outros 2 pacientes, 1 do GEM e outro do GEG foram 
submetidos a retransplante precoce.   
A maioria dos pacientes portadores de doença hepática crônica apresentou escore 
MELD entre 15 a 25 em GEL, GEM, GEG e GEA, respectivamente: 17 (93,3%), 16 (72,8%), 
11(91,7%) e 16 (76,2%), seguido pelo MELD entre 26 a 35 em 2 (6,9%), 1 (4,5%), 1 (8,3%) e 
3 (14,3%) casos e 2 pacientes foram transplantados com MELD acima de 36 – 1 (4,5%) em 
GEM e 1 (4.8%) em GEA, p=0,09. 
 
 
4.2 Dados gerais relacionados aos receptores e ato operatório 
 
Os valores estão expressos em média e desvio padrão.  
Tempo em lista de espera (dias): GEL = 533,4±407,5; GEM = 552,8±554,8; GEG = 
754,9±460,3 e GEA = 503,3±399,9 (p=0,45). Tempo de isquemia fria (minutos): 
633,1±206,4; 601,5±167,6; 612,0±148,3; 585,4±181,3 p-0,8; GEL, GEM, GEG, GEA foram, 
respectivamente, Tempo de ato operatório (minutos): 461,8±93,5; 476,7±89,2; 426,4±83,2; 
477,9±108,5 p-0,5; Transfusão de concentrado de hemácias (unidades): 3,8±3,0; 4,5±2,7; 
2,2±1,4; 3,1±2,5 p-0,15 e Tempo de internação (dias): 18,7± 11,6; 18,4± 12,3;  32,9± 38,8;  
25,9±18.6,  p-0,12. 
 
 
4.3 Avaliação das funções hepática e renal  
As médias dos níveis séricos de AST, ALT, gama GT, bilirubina total, tempo de 
protrombina e creatinina coletados nos sete dias iniciais de pós-operatório estão representados 
nos gráficos de 1A a 1F. No 2°dia de pós-operatório, observou-se diferença significante nos 
níveis séricos de AST (GEG>demais grupos; p=0,02) e tempo de protrombina (GEL> demais 
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grupos; p=0,02). Para a creatinina a diferença manteve-se do 2° ao 7°dia pós-transplante 
(GEG>demais grupos; p=0,04).  
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Gráficos 1A a 1F – Representação gráfica dos níveis séricos de AST, ALT, bilirubina total, Gama GT, tempo de 




4.4 Causas de óbito e retransplante 
 
Três pacientes necessitaram um segundo TxH no período de 30dias do transplante 
inicial, 1 por PNF e 1 por disfunção primária do enxerto ambos do GEG. O primeiro paciente 
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evoluiu a óbito 3anos após o retransplante devido a linfoma no enxerto e o segundo encontra-
se bem 18meses de pós-operatório. O terceiro paciente (GEM) evoluiu com rejeição aguda 
córtico-resistente, foi retransplantado, porém evoluiu a óbito no pós-operatório devido a 
choque hemorrágico. Após 60dias de TxH, 1 paciente do GEM foi retransplantado por 
trombose de artéria hepática, evoluindo a óbito 60dias após o retransplante por sepsis 
pulmonar.     
As causas de óbito precoce foram sepsis - GEL (n=1 secundário disfunção primária do 
enxerto e n=1 após tratamento de rejeição celular aguda com OKT3), GEM (n=1 secundário 
disfunção primária do enxerto), GEG (n=1 secundário disfunção primária do enxerto, n-1 
trombose de veia porta, n-1 após choque hemorrágico e múltiplas transfusões); choque 
hemorrágico - GEM (n-2) e abdome agudo perfurativo secundário a úlcera duodenal 
perfurada – GEM (n-1).    
 
4.5 Taxas de sobrevivências de pacientes e enxertos  
 
A análise comparativa entre os grupos mostrou diferença significante nas taxas de 
sobrevivências de pacientes (GEL vs GEM vs GEG vs GEA, p=0,05) e entre os grupos GEG 
vs GEA, p=0,005. Para os enxertos ocorreu diferença entre os grupos (p=0,01), sendo GEL vs 
GEG, p=0,01 e GEG vs GEA, p=0,001. Nos Gráficos 1G e 1H, observam-se as curvas de 























Gráfico 1G – Curvas de sobrevivência de pacientes e enxertos dos grupos com esteatose leve (GEL), moderado 


































Gráfico 1H – Curvas de sobrevivência de enxertos entre os grupos com esteatose leve (GEL), moderado (GEM) 
e grave (GEG) e ausência de esteatose (GEA). 
 
 
Analisando as taxas de sobrevivência de pacientes do grupo esteatose macrovesicular, 
observou-se diferença entre os grupos (p=03).  A ausência de esteatose refletiu aumento na 
sobrevivência de pacientes comparada o grau leve (p=0,03) e ao grau moderado+grave 
(p=0,008). Com relação aos enxertos também ocorreu diferença entre os grupos (p=0,03), 
sendo melhor no grupo em que a esteatose esteve ausente comparado aos  graus leve (p=0,03) 
e moderado+grave (p=0,006). Nos gráficos 1I e 1J estão as taxas de sobrevivências de 




























Gráafico 1I – Curvas de sobrevivência de pacientes referente ao grupo esteatose macrovesicular, comparando os 
graus de esteatose  leve (G1), moderado+grave (G2+3) e ausente (G4). 
 












































Gráfico 1J – Curvas de sobrevivência de enxertos referente ao grupo esteatose macrovesicular, comparando os 
graus de esteatose  leve (G1), moderado+grave (G2+3) e ausente (G4). 
 
 
Posteriormente analisando exclusivamente o grupo esteatose microvesicular não 
existiu diferença nas sobrevivências de pacientes (p=0,3) e enxertos (p=0,08) comparando os 


























Gráfico 1K – Curvas de sobrevivência de pacientes referente ao grupo esteatose microvesicular, comparando os 














































Gráfico 1L – Curvas de sobrevivência de enxertos referente ao grupo esteatose microvesicular, comparando os 
graus de esteatose leve (G1), moderado mais grave (G2+3) e ausente (G4). 
 
 
4.6 Avaliação histológica e imuno-histoquímica 
 
Os dados referentes aos parâmetros analisados nas lâminas de fígados corados  pelo 
HE (grau de exsudato de neutrófilos, lesão de preservação e infiltrado portal 
linfomonoplasmocitário e presença de células apoptóticas) estão apresentados na Tabela 1. 
Estes parâmetros avaliados separadamente no grupos de esteatose macro e microvesicular,  












Tabela 1 – Análise semi-quantitativa (na coloração pelo HE) dos graus de exsudato de 
neutrófilos, lesão de preservação e infiltrado portal linfomonoplasmocitário e presença de 
células apoptóticas, presente nos grupos com esteatose leve (GEL), moderada (GEM), grave 






























































































































 Figura 1 - Fotomicrografias representativas da análise quantitativa dos graus de esteatose  
(A) - grupo com ausência de esteatose (GEA), (B) – grupo com esteatose leve 
(GEL), (C) –grupo com esteatose moderada (GEM) e (D) – grupo com 




Figura 2 - Fotomicrografia representativa da análise qualitativa da esteatose 





Figura 3 - Fotomicrografias representativas da análise semi-quantitativa dos graus de 
exsudato de neutrófilos (A) - grupo com ausência de neutrófilos , (B) – grupo 
com raros neutrófilos, (C) – grupo com neutrófilos em quantidade moderada  






Figura 4 - Fotomicrografias representativas da análise semi-quantitativa dos graus da 
lesão de isquemia/reperfusão de acordo com o escore de Suzuki modificado 
(A) – ausência de congestão, vacuolização e necrose (HE- 200X), (B) – grau 1 
presença de congestão e vacuolização leves e necrose em <30% das células 
(HE-400X), (C) grupo 2 presença de congestão e vacuolização moderadas e 
necrose em <60% das células (HE-200X), (D) – grupo 3 presença de 
congestão e vacuolização graves e necrose em >60% da células (HE – 200X). 
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4.7 Análise semiquantitativa da imuno-expressão da apoptose (métodos de TUNEL e 
Caspase-3 clivada) e imuno-expressão de ICAM-1 
 
 A análise semiquantitativa da imuno-histoquimica estão detalhados na Tabela 2. Vale 
destacar que a imuno-expressão do ICAM-1 ocorreu nas células endoteliais dos sinusóides, 
iniciando-se no período pré-reperfusão. Em 76.5% dos enxertos do GPR o ICAM-1 foi 
expresso desde a zona III até a zona I. O GEG expressou o ICAM-1 em 83% dos casos de 
forma difusa desde a zona III até a zona I. Em relação às características, focal e difusa, 
observou-se que a expressão do ICAM-1 foi predominantemente focal em todos os grupos, 
exceto no GEG que apresentou padrão difuso em 58% dos casos. Assim, o grupo com 
esteatose grave foi o que mais expressou o ICAM-1 de forma difusa desde a região centro-
lobular até o espaço portal. 
Na análise semi-quantitativa da imuno-expressão das células apoptóticas pelo método 
de TUNEL e Caspase-3 clivada, observou-se que em ambos os métodos a imuno-expressão da 
apoptose ocorreu nos hepatócitos, no período de isquemia fria e 2 horas após a reperfusão. A 
apoptose desencadeada no período de isquemia fria, iniciou-se na zona III (veia centro-
lobular) e se entendeu até a zona I (espaço porta) em 59% dos casos observado pelo método 
de TUNEL e em 76.5% pelo método da Caspase-3 clivada. No período pós-reperfusão a 
imuno-expressão da apoptose pelo método de TUNEL foi da zona III para a zona I do 
parênquima hepático em menor proporção no GEG (58%). A maioria da imuno-expressão da 
Caspase-3 clivada foi de padrão difuso (67%) no GEG, assim como no GEL e no grupo pré-
reperfusão. O detalhamento dos resultados estão na Tabela 2. 
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Tabela 2 – Comparação entre os grupos de esteatose leve (GEL), moderada (GEM), severa 
(GEM) e ausente (GEA) e grupo pré-reperfusão (GPR) referente aos locais de 
imuno-expressão das células em apoptose (métodos TUNEL e Caspase-3 clivada) 
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4.8 Análise quantitativa da imuno-expressão da apoptose (método de TUNEL) 
 
 Os valores (média±desvio padrão) do índice de imuno-expressão da apoptose foram: 
GEL=0,262±0,111; GEM=0,278±0,113; GEG=0,244±0,117; GEA=0,275±0,094 e 
GPR=0,181±0,123 (p=0,07), conforme observado no Gráfico 2A.  
Entretanto, analisando isoladamente o grupo macroesteatose, observou-se diferença 
estatística. Os valores (média±desvio padrão) do índice de imuno-expressão da apoptose 
foram: G1=0,284± 0,106; G2+3=0,160±0,109 e G4=0,275±0,094 (p=0,05). Comparando G1 
vs G2+3(p=0,02) e G2+3 vs G4(p=0,03) conforme observado no Gráfico 2B.  
Analisando isoladamente o grupo microesteatose, os valores (média±desvio padrão) 
do índice de imuno-expressão da apoptose foram: G1=0,22±0,123;  G2+3=0,293±0,108 e 





































































































Gráfico 2A – Representando os índices de imuno-expressão da apoptose (método de TUNEL) nos grupos: 
1=GEL, 2=GEM, 3=GEG, 4=GEA e 5=GPR; 2B – Representando os índices de imuno-
expressão da apoptose (método de TUNEL) no grupo com macroesteatose nos diferentes 
graus:1=G1, 2+3=G2+3 e 4=G4; 2C - Representando os índices de imuno-expressão da apoptose 












Figura 6 - Fotomicrografias representativas da imuno-expressão da apoptose (método de 
TUNEL). (A) – ausência de expressão (IH-1000X), (B) – imuno-expressão no 
GEL (IH-400X), (C) - imuno-expressão no GEM (IH- e (D) - imuno-















Figura 7 - Fotomicrografias representativas da análise semi-quantitativa da imuno- 
expressão da apoptose (método de TUNEL), (A) – Padrão Difuso (IH-400X), 







4.9 Análise quantitativa da imuno-expressão da apoptose (método de Caspase-3 clivada) 
 
 Os valores (média±desvio padrão) dos índices de imuno-expressão da apoptose foram: 
GEL=0,140±0,130; GEM=0,174±0,09; GEG=0,193±0,113; GEA=0,141±0,09 e GPR= 
0,178±0,136 (p=0.6),conforme observado no Gráfico 3A.  
Ao analisarmos isoladamente o grupo macroesteatose, os índices de imuno-expressão 
da apoptose entre os diferentes grupos foram: G1=0,178±0,121; G2+3=0,168±0,09 e 
G4=0,141±0,101(p=0,6), conforme observado no Gráfico 3B  
Os valores dos índices de imuno-expressão da apoptose  no grupo microesteatose  
entre os diferente grupos foram: G1=0,138±0,121; G2+3=0,179±0,09 e G4=0,141±0,101 











































































































Gráfico 3A – Representando os índices de imuno-expressão da apoptose (método de Caspase-3 clivada) nos 
grupos: 1=GEL, 2=GEM, 3=GEG, 4=GEA e 5=GPR; 3B – Representando os índices de imuno-
expressão da apoptose (método de Caspase-3 clivada) no grupo com macroesteatose nos 
diferentes graus:1=G1, 2+3=G2+3 e 4=G4; 2 C - Representando os índices de imuno-expressão 
da apoptose (método de Caspase-3 clivada) no grupo com microesteatose nos diferentes 
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Figura 8 - Fotomicrografias representativas da imuno-expressão da apoptose (método de 
Caspase-3 clivada). (A) – ausência de expressão,(B) – imuno-expressão  no 











Figura 9 - Fotomicrografias representativas da análise semi-quantitativa da imuno-
expressão da apoptose (método de Caspase-3 clivada), (A) – Padrão Difuso 












Figura 10 - Fotomicrografia representativa da célula de Kupffer contendo no interior do 




4.10 Análise quantitativa da imuno-expressão do ICAM-1 
 
Os valores (média±desvio padrão) dos índices de imuno-expressão do ICAM-1 foram: 
GEL= 0,210±0,152;  GEM=0,217±0,183; GEG= 0,317±0,139; GEA= 0,208±0,146 e 
GPR=0,234±0,118 (p=0,4), conforme observado no Gráfico 4A.  
Ao analisarmos isoladamente o grupo macroesteatose, os valores (média±desvio 
padrão) dos índices de imuno-expressão do ICAM-1 entre os grupos foram: G1=0,236±0,153; 
G2+3= 0,229±0,119 e G4=0,208±0,146 (p=0,8) conforme observado no Gráfico 4B.  
E para o grupo microesteatose, os valores (média±desvio padrão) dos índices de 
imuno-expressão do ICAM-1 entre os grupos foram: G1=0,193±0,149; G2+3=0,280±0,175 e 




















































































   
Gráfico 4A – Representando os índices de imuno-expressão de ICAM-1 nos grupos: 1=GEL, 2=GEM, 3=GEG, 
4=GEA e 5=GPR; 4B – Representando os índices de imuno-expressão de ICAM-1 no grupo 
macroesteatose em diferentes graus: 1=G1, 2+3=G2+3 e 4=G4; 4C - Representando os índices de 











Figura 11 - Fotomicrografias representativas da imuno-expressão do ICAM-1, (A) – 
ausência de expressão (IH-1000X), (B) – imuno-expressão no GEL (IH-
200X), (C) - imuno-expressão no GEM (IH-400X) e (D) - imuno-expressão 










Figura 12 - Fotomicrografias representativas da análise semi-quantitativa da imuno-






A doença hepática gordurosa não-alcoólica apresenta como fator de risco mais 
prevalente a obesidade [11, 109, 110] . A incidência de esteatose hepática ocorre em 20% dos 
pacientes submetidos a ressecções hepáticas[13] e varia de 6 a 20% em necrópsias devido a 
óbito por acidentes [11, 12] . 
Em 2002 nos Estados Unidos, 35% da população encontrava-se acima do peso, com 
índice de massa corpórea (IMC) variando de 25 a 29,9 kg/m² e 30% eram obesos (IMC>30 
kg/m²) [111]. Estima-se que em 2025, de 45 a 50% da população adulta poderá ser obesa e 
mais de 25 milhões de pessoas evoluirá com doença hepática gordurosa não-alcoólica [112].  
Fígados com esteatose são definidos pela presença de triglicérides excedendo 5% do 
peso do fígado[113].  Segundo D’Allesandro et al. [81] a classificação quantitativa da 
esteatose hepática, baseada na porcentagem de inclusões de gordura presente no citoplasma 
dos hepatócitos, apresenta três diferentes graus de infiltração de gordura, Desta forma, é 
considerada leve quando 1/3 dos hepatócitos contém inclusões gordurosas; moderada com 
inclusões comprometendo de 1/3 a 2/3 dos hepatócitos e grave quando compromete acima de 
2/3 dos hepatócitos . Na prática, tem-se adaptado esta quantificação e considerado a 
porcentagem de vacúolos de gordura no citoplasma dos hepatócitos, aplicando-se <30%, entre 
30 – 59% e ≥60%, respectivamente para graus leve, moderado e grave [28]. 
  Estima-se que 20% a 40% dos fígados de doadores cadáver são esteatóticos e 1/3 
destes sejam descartados [9].  E 23% a 35% dos doadores vivos apresentam mais de 10% de 
esteatose [112] [19] [114]. Rull et al [114] reportou a presença de macroesteatose em 34% das 
biópsias pós-reperfusão. Em relação aos doadores vivos para TxH tem-se observado uso 
limitado dos enxertos esteatóticos devido os riscos ao doador e ao receptor.Entretanto, relata-
se que 23% a 35% dos doadores vivos apresentam mais de 10% de esteatose [112] [19] [114]. 
Marcos et al. [115] publicaram não haver piora da função hepática, nem para o doador nem 
para o receptor, quando utilizados enxertos com <30% de esteatose. Outros grupos têm 
aceitado <10% de esteatose ou <20% de macroesteatose [116] como limites para a realização 
de TxH com doadores vivos.  
Marcos et al [115] publicou não haver piora da função hepática ao doador e ao 
receptor quando utilizados enxertos com <30% de esteatose. Outros grupos têm aceitado 
<10% de esteatose (17) ou <20% de macroesteatose como limite para realizar TxH com 
doadores vivos. 
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No presente trabalho, foram avaliados doadores cadavéricos exclusivamente e a 
presença de esteatose nos enxertos transplantados foi de aproximadamente 75%, sendo 26% 
grau moderado e 14% grau grave. A análise dos dados, tais como idade, peso e IMC, 
referentes aos doadores dos fígados, mostrou que a amostra estudada foi homogênea, não 
ocorrendo diferenças importantes entre os grupos com e sem esteatose.  
Rinella et al [7] relataram significante correlação de linearidade entre IMC e o grau de 
esteatose. Yoo et al [117] relataram que o grau de esteatose aumenta com o IMC, entretanto, a 
presença de infiltração gordurosa moderada e IMC do doador não influenciaram no 
desenvolvimento de PNF, taxas de retransplante e sobrevivências precoce de pacientes e 
enxertos, sugerindo que a obesidade do doador não contra-indica a doação de órgãos. No 
nosso estudo, observou-se que os doadores apresentaram um IMC médio de 25, independente 
do grau de esteatose, não apresentando, portanto, relação entre IMC e grau de esteatose.  
Rull et al. [114] relataram associação com disfunção primária do enxerto, para doador 
acima de 65anos e fígado com esteatose, e da diminuição das taxas de sobrevivência dos 
enxertos. Relataram ainda, que a idade e a esteatose comprometeram a função e a 
sobrevivência dos enxertos, corroborando os relatos prévios publicados [118, 119].  
Salizzoni et al. [36]  observaram que a presença de macroesteatose (>15%), idade do 
doador (>65 anos), tempo de isquemia fria (>10 horas) e receptor portador de hepatite C são 
fatores associados à piora das taxas de sobrevivências de pacientes e enxertos. No nosso 
estudo não se observaram diferenças entre a idade dos doadores, sendo estes relativamente 
jovens (média de idade de 40anos), e tempo de isquemia fria. Porém, observou-se relação 
entre o tempo de isquemia fria (>12 horas) e o grau de esteatose macrovesicular (>60%), 
sendo que um paciente apresentou PNF e outro DPE.   
Vários estudos, com análises multivariadas, têm sido realizados a fim de se identificar 
os fatores dos doadores e receptores associados com os resultados pós-TxH. De Carlis et al. 
reportaram que a presença de esteatose, tempo de isquemia, uso de diuréticos e a aparência 
dos enxertos foram variáveis não intervenientes no desenvolvimento de PNF. Os resultados 
do TxH com enxertos apresentando esteatose em graus leve e moderado foram semelhantes 
aos sem esteatose [119]. Briceno et al. [120] encontraram que o uso de drogas vasoativas em 
altas doses, idade do doador e macroesteatose em graus moderado e grave podem ser 
responsáveis por grave lesão de preservação.  
A presença de esteatose nos enxertos hepáticos a serem transplantados está associada 
com aumento do não funcionamento primário do enxerto (PNF), necessidade de re-transplante 
e diminuição nas taxas de sobrevivência. No primeiro ano pós-TxH a sobrevivência de 
pacientes foi reduzida de 86-87% (enxertos sem esteatose) para 67-69% aos portadores de 
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esteatose [4, 22, 23]. A disfunção ou não funcionamento primário dos enxertos e as taxas de 
sobrevivências estão associados ao tipo de esteatose, se macro ou microvesicular, e à 
quantidade dela no parênquima de acordo com os graus leve, moderado e grave.  
No presente estudo, a esteatose do enxerto só comprometeu a taxa de sobrevivência 
quando grave (p=0,01), corroborando os relatos de outros grupos, em que a presença de 
esteatose leve nos enxertos hepáticos transplantados não interferiu nas sobrevivências de 
pacientes e enxertos, quando comparados aos não esteatóticos [27, 28]. 
Os resultados do TxH utilizando-se enxertos com esteatose moderada é variável. Chui 
et al [32] relataram queda na sobrevivência de um ano de enxertos com esteatose moderada  
em 58% versus 73% quando a esteatose esteve ausente. Fishbein et al [5] e outros estudos [27, 
28, 33] encontram resultados idênticos nas sobrevivências de pacientes e enxertos ao 
transplantarem fígados com esteatose moderada e sem esteatose.  Os enxertos hepáticos com 
esteatose moderada são classificados como sub-ótimos por aumentarem os riscos de PNF em 
13% [6, 29-31] comparados a 3% dos sem esteatose [6]. Tem-se sugerido que a DPE diminua 
a sobrevivência de pacientes em 1 ano [29].  No nosso estudo não observamos diferença 
estatística nas taxas de sobrevivências de pacientes e enxertos aos transplantarmos enxertos 
com esteatose de grau moderado, comparado aos enxertos sem esteatose. No GEM um 
paciente (4.5%) apresentou DPE, evoluindo a óbito por morte cerebral sem retransplante. A 
decisão por utilizar enxertos com esteatose moderada deve ser considerada com cautela a fim 
de não adicionarmos fatores de risco aos receptores com conseqüente piora nas 
sobrevivências [18, 29]. Transplante de emergência, por doença hepática aguda ou crônica, 
combinado com enxertos esteatóticos aumentam a incidência de complicações pós-operatória 
e as taxas de mortalidade em 44% (comparadas com 16% de não esteatótico) [28]. 
Em análise multivariada com 227 pacientes, a presença de esteatose grave foi 
identificada como fator de risco para PNF e DPE [121]. D’Alessandro et al [81] observaram 
que 1 em cada 8 enxertos transplantados com esteatose grave desenvolveram PNF. Também 
se estimou um risco de 60% em desenvolver PNF quando se utilizou enxertos com mais de 
60% de esteatose [33]. Resultados similares foram obtidos por outros grupos [33-35]. No 
nosso estudo o grupo com esteatose grave apresentou significante piora nas taxas de 
sobrevivências de pacientes comparado ao GEA (p-0,01). Também ocorreu significante 
redução nas sobrevivências dos enxertos com esteatose grave comparado ao GEA (p-0,001) e 
GEL (p-0,01). Três dos 12 enxertos transplantados no GEG apresentaram mais de 60% de 
esteatose macrovesicular. Um enxerto apresentou PNF e necessidade de retransplante. Os 
outros 2 enxertos desenvolveram DPE, um paciente evoluiu bem no pós-operatório e outro 
paciente evoluiu a óbito por sepsis. Nos demais enxertos do GEG predominou a 
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microesteatose e a  macroesteatose foi menor do que 60%. Porém um paciente apresentou 
disfunção do enxerto. Na nossa casuística, apesar de pequena, os 3 pacientes transplantados 
com fígados com mais de 60% de esteatose macrovesicular desenvolveram DPE, sendo 1 
PNF. Os demais pacientes do GEG que evoluíram a óbito foram por outras causas não 
relacionadas ao funcionamento dos enxertos.  
Também há relatos de queda nas sobrevivências de enxertos e pacientes aos serem 
transplantados enxertos com mais de 15% de esteatose macrovesicular [122]. Entretanto 
outros estudos mostraram não haver diferença nas sobrevivências de pacientes e enxertos 
quando se transplantou fígados com mais de 15% de macroesteatose e menos de 50% [27, 
81]. A presença de esteatose macrovesicular aumenta a incidência de PNF em 5,1% 
comparado a 1,8% dos enxertos sem esteatose. Também levam a diminuição das taxas de 
sobrevivência de pacientes (77% versus 91%) e enxertos (70% versus 82%) [24] quando 
comparado ao grupo sem esteatose  Ao analisarmos a presença de macroesteatose isolada a 
incidência de DPE foi de 7% (2/28) sendo 1 PNF, em ambos os casos o tempo de isquemia 
fria excedeu 12 horas. Observou-se significante diferença nas sobrevivências de pacientes que 
receberam enxertos com esteatose macrovesicular grau leve versus o grupo sem esteatose (p-
0,03), e aqueles com esteatose macrovesicular graus moderado+grave versus o grupo sem 
esteatose (p-0,008). As taxas de sobrevivências dos enxertos também foram significantemente 
diferentes ao compararmos os enxertos com macroesteatose grau leve versus o grupo sem 
esteatose (p-0,04), e aqueles com macroesteatose graus moderado+grave versus o grupo sem 
esteatose (p-0,006). 
Os resultados dos enxertos com esteatose microvesicular são similares aos dos 
enxertos sem esteatose [25, 26, 122]. No nosso estudo, a análise exclusiva de esteatose 
microvesicular nos enxertos não apresentou impacto nas sobrevivências de pacientes e 
enxertos independentes do grau de esteatose. A incidência de DPE no grupo com 
microesteatose foi de 1,9% , sendo necessário retransplante. Após 30 meses de cirurgia, 
paciente encontra-se bem. Há relato na literatura de que a esteatose microvesicular 
envolvendo mais de 66% dos hepatócitos piora os resultados após retransplante [34].  
Apesar dos resultados do TxH serem  inferiores ao se utilizar fígados com esteatose 
moderada e grave [21], muitos centros os têm transplantado como opção em expandir o 
número de enxertos disponíveis. Os enxertos hepáticos com 30 a 60% de esteatose são 
classificados como sub-ótimos por aumentarem o risco de PNF [6] [30] [31] porém, são 
transplantados em pacientes sem fatores de riscos adicionais ou em situações críticas no qual 
se justifica enfrentar tais riscos [85].  
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  Não se deve atribuir a esteatose isolada a principal causa de disfunção e não 
funcionamento primário dos enxertos [35]. Outros fatores como a idade avançada dos 
doadores (>65anos), história de parada cardio-respiratória, tempo de isquemia fria (maior do 
que 12 horas), uso e dosagem de drogas vasoativas, presença de hipotensão e oligúria, e o 
tempo de permanência em UTI devem ser considerados [32, 35, 123]. Nenhum método tem 
sido satisfatório para avaliação do grau de esteatose no doador. A realização de biópsia de 
congelação raramente está disponível e encontra-se sujeita a erros [124]. Recomenda-se que a 
decisão em utilizar ou não um enxerto esteatótico para TxH seja baseado na avaliação 
macroscópica do órgão por um  cirurgião experiente [124].  
 No nosso estudo não existiu diferença na indicação de TxH tanto para as doenças 
crônicas como para as agudas. A principal indicação de TxH foi decorrente de cirrose em 
estágio final, seguido de cirrose mais tumor. Três pacientes do GEM foram transplantados em 
condições de extrema urgência, sendo dois devido a insuficiência hepática aguda e um 
retransplante por rejeição celular aguda esteróide-resistente. Dois pacientes do GEG 
necessitaram de retransplante precoce, um por PNF e outro por DPE. Um paciente do GEA 
foi transplantado por insuficiência hepática aguda.     
 A maioria dos pacientes portadores de doença hepática crônica foram transplantados 
com escore MELD entre 15 a 25, tendendo a ser significante a diferença entre os grupos 
(p=0,09). Em torno de 93% dos pacientes do GEL e GEG estavam nesta faixa de escore 
MELD versus 73% do GEM e 76% do GEA. Os pacientes mais graves (escore MELD acima 
de 25),19% dos casos, receberam enxertos sem esteatose. 
No nosso estudo a média de tempo de espera em lista pré-transplante foi de 500 dias 
para os grupos GEL, GEM e GEA, enquanto no grupo com esteatose grave foi de 754 dias 
(p=0,45).   
As médias dos tempos de isquemia fria foram em torno de 10horas nos grupos com 
esteatose e um pouco abaixo no grupo sem esteatose (p=0,8). Também não se observou 
diferença (p=0,5) no tempo médio do ato operatório (8horas) entre os grupos com e sem 
esteatose.  
Apesar de não existir diferença estatística entre as médias de dias de internação pós-
TxH, o grupo com esteatose grave apresentou média superior (33dias) aos grupos GEL e 
GEM (18dias) e o grupo sem esteatose (29dias). Neste último grupo a média foi mais elevada 
do que nos GEL e GEM conseqüente a um paciente que evoluiu com mielinose pontina no 
pós-operatório, permanecendo internado por mais de 100dias com excelente funcionamento 
do enxerto.  
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O grupo com esteatose grave recebeu em média dois unidades de concentrados de 
hemácias durante o ato operatório do TxH, inferior as médias dos demais grupos. Porém, o 
esperado era uma maior necessidade de transfusão no GEG conseqüente aos distúrbios de 
coagulação secundários a disfunção dos enxertos. Por outro lado, a utilização de agentes 
protrombínicos (não relatado neste trabalho) e aos receptores transplantados em melhores 
condições clinicas comparado com os grupos GEM e GEA podem contribuir para esta queda 
na transfusão de hemáceas. Tem–se relatado que receptores no qual receberam enxertos de 
doadores com mais de 65 anos e foram transfundidos com mais de 10 unidades de 
concentrado de hemáceas no ato operatório apresentaram 53% de incidência de perda do 
enxerto [122].   
A função hepática foi avaliada nos sete dias iniciais de pós-TxH e se observou  
diferença no aumento dos níveis de AST (p-0,02) no GEG e  do tempo de protrombina no 
GEL (p=0,02), no 2°dia de pós operatório.  
Os níveis séricos de AST apresentaram-se mais elevados no GEG do que nos demais, 
com diferença significante após 48horas de pós-operatório. Estes achados podem estar 
relacionados à presença de necrose precoce que ocorre nos fígados esteatóticos após a 
reperfusão. A necrose é uma forma de morte celular incontrolável e ocorre a perda da 
integridade da membrana celular resultando na liberação de conteúdos citoplasmáticos, entre 
estes a AST [87]. Nos fígados esteatóticos, os níveis de AST mantêm-se elevados durante o 
período da reperfusão, possivelmente devido à perda de viabilidade dos hepatócitos. Entre 
outros fatores que poderiam contribuir com a elevação da AST, nos fígados esteatóticos, está 
a disfunção das células de Kupffer [125] com conseqüente diminuição do clearance de AST 
[126]. Em contraste, durante a apoptose das células ocorre a formação de pequenos corpos 
apoptóticos com membrana intacta e possível redução da liberação da AST.  
Observou-se que o GEG apresentou níveis de creatinina sérica, do 2° ao 7° dia de pós 
operatório, significantemente superiores aos demais grupos. Em estudo experimental foi 
observada a presença de necrose tubular aguda (NTA) grave renal, 24 horas após a reperfusão 
[87]. A elevação dos níveis de creatinina detectados no GEG pode ser atribuída à presença de 
hipotensão ou sangramento no ato operatório e no pós-operatório, infecção, sepsis, ao uso de 
inibidores de calcinerina e disfunção do enxerto no pós-operatório[87]. Todos estes fatores 
podem contribuir para desenvolvimento de insuficiência renal, representada pelos níveis 
elevados de creatinina, entretanto, no presente estudo sem a comprovação histológica da 
NTA. 
Na fase precoce da lesão de I/R, as células de Kupffer são a principal chave de 
mediação do processo [41]. Estão localizadas na porção luminal das células endoteliais 
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sinusoidais, com a função de fagocitar patógenos e secretar citoquinas pró-inflamatórias [42], 
tais como TNFα, IL-1, IL-6, IL-8 e ICAM-1 (CD54) [43-45], que participarão mais 
tardiamente no processo da lesão de I/R. Estudos experimentais mostraram que as células de 
Kupffer têm importante papel como mediador da lesão de I/R [42, 127], sendo a sua ativação 
responsável por mudanças estruturais, formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
[128] e liberação de citoquinas pró-inflamatórias [53, 129, 130], que induzem a expressão das 
moléculas de adesão, como por exemplo o ICAM-1, importante na adesão e migração trans-
endotelial dos neutrófilos, nas células endoteliais vasculares [131, 132]. Estas, então, 
estimulam a produção e liberação de citoquinas, que atraem os neutrófilos para o interior do 
fígado [46, 47],  resultando em lesão hepatocelular direta através da exaustão da 
microcirculação, pelo bloqueio da perfusão capilar e liberação de EROs e proteases [48, 49]. 
O recrutamento dos neutrófilos para os tecidos envolve a marginaçao nos vasos, seguida do 
rolamento e adesão à célula endotelial. Em seguida, ocorre a migração transendotelial e, 
subseqüente, infiltração do parênquima hepático, resultando em lesão.  O seqüestro dos 
neutrófilos é induzido por citoquinas, como o TNFα que regula a ENA-78, que age na 
quimiotaxia de neutrófilos, pulmonar e hepática após a I/R hepática [133, 134].  
Os achados histológicos atribuídos a lesão de IF/RQ incluem a presença de esteatose 
microvesicular, exsudatos de neutrófilos no parênquima hepático, colestase, balonização dos 
hepatócitos, necrose e apoptose 40 e são fatores preditores da função dos enxertos39,41,42,43 . A 
microesteatose é causada pela disfunção da β-oxidação mitocondrial, geralmente associada à 
disordens metabólicas e tóxicas, e aos baixos níveis de energia celular [10, 97]. 
No nosso estudo observou-se diferença (p=0,01) referente à presença de exsudato de 
neutrófilos no parênquima hepático. O exsudato neutrofílico foi detectado na fase de isquemia 
fria (pré-reperfusão) em 83,3% dos enxertos, sendo a maioria deles (67%) grau um.  Após 2 
horas da reperfusão arterial, se observou que 83% dos enxertos do GEG versus 78% do GEL, 
55% do GEM e 48% do GEA apresentaram no parênquima hepático exsudato de neutrófilos 
em graus 2 e 3.  
A presença de infiltrado portal linfomonoplasmocitário esteve presente em 56% dos 
enxertos na fase de isquemia fria. Após duas horas da reperfusão arterial, o infiltrado esteve 
presente em 55% dos enxertos do GEL, 73% do GEM, 67% do GEG e em 62% do GEA, não 
havendo diferença significante entre os quatro grupos (p=0,6).  
A necrose coagulativa, também chamada de morte celular acidental, é um processo 
passivo e independente de energia, morfologicamente caracterizado por lise nuclear e 
citoplasmática, acomete grandes grupos de células e está associada com uma intensa resposta 
inflamatória local [135]. No nosso estudo, não se observou lesão de preservação (segundo os 
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critérios de Suzuki modificado) em nenhum dos enxertos na fase de isquemia fria. Enquanto 
na fase pós-reperfusão arterial, observou-se que 42% dos enxertos com esteatose grave e 23% 
dos enxertos com esteatose moderada apresentaram lesão de preservação.  
Estes achados sugerem que o processo de necrose celular inicia-se após a reperfusão 
de fígados sem e com esteatose. Porém, nos graus de esteatose moderado e, principalmente 
grave encontrou-se mais necrose celular do que nos demais. Analisando a presença de 
corpúsculos apoptóticos pelo método de HE não se observou diferença significante entre os 
grupos (p=0,2), porém o GEG apresentou maior incidência do que os outros.  
Evidencias sugerem ser a apoptose o mecanismo decisivo durante a fase inicial da 
lesão de IF/RQ hepática em animais [71] [136] e humanos [137] [138], mediada através da 
ativação das caspases [139] [140] [141] [142] [143].A lesão de IF/RQ hepática induzida pela 
apoptose resulta no desenvolvimento e exacerbação da disfunção primária e PNF dos enxertos  
representando risco eminente de vida ao receptor [18] [63] [64] .  
A apoptose, ou morte celular programada, é um processo dependente de energia e 
bastante regulado, que envolve a ativação da síntese de endonucleases e resulta na 
fragmentação do DNA em 180 pares de bases [144]. As células apoptóticas são 
caracterizadas, morfologicamente, pela condensação citoplasmática e nuclear, seguida da 
desintegração da membrana nuclear e da formação de múltiplos fragmentos de material 
nuclear condensado no citoplasma, que são os corpúsculos apoptóticos. A segmentação do 
núcleo tem sido o mais específico marcador citológico da apoptose [145]. A apoptose 
acomete as células individualmente e estas são eliminadas rapidamente pelos fagócitos [146]. 
A apoptose é caracterizada pela ausência de infiltrado inflamatório e as mitocôndrias estão 
preservadas.  
Os mecanismos ativadores da apoptose são múltiplos e incluem interações 
receptor/ligante (Fas-ligante e Fas), lesões físicas, estresse oxidativo, disfunção mitocondrial e 
alterações na matriz extracelular [143]. Embora os mecanismos intracelulares da apoptose 
sejam complexos e pouco entendidos, tem se identificado a ativação das caspases como 
desencadeante deste processo. As caspases são proteases sintetizadas como zimogênios e 
ativadas através da clivagem interna. Foram identificadas pelo menos 13 caspases [143] sendo 
as caspases 2, 8, 9 e 10 sinalizadoras e estão envolvidas na fase inicial da cascata da apoptose, 
enquanto as caspases 3, 6 e 7 participam da fase final da apoptose [143]. A importância das 
caspases na apoptose tem sido amplamente demonstrada através da utilização de inibidores 
destas proteases no bloqueio da apoptose[143].  
A lesão de I/R hepática resulta do acometimento de diversas células em diferentes 
graus de comprometimento e recuperação. Dependendo da extensão do comprometimento, a 
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célula pode ser tornar incompetente para suas funções resultando num processo de “suicídio” 
através da ativação da apoptose. Outras células podem ainda se recuperar completamente, e 
outras na presença de lesão grave, manifestar alterações consistentes como necrose [143] . 
Nos fígados com esteatose ocorre uma diminuição dos mediadores de apoptose [87]. 
A diminuição da apoptose nos fígados esteatóticos está associada à diminuição da produção 
da adenosina trifosfato (ATP) pelo hepatócito. A esteatose está associada com disfunção 
mitocondrial e diminuição dos níveis de energia intracelular [9, 10, 98], sendo a apoptose um 
processo ativo dependente de energia, isto poderia resultar na incapacidade de ativação da 
cascata apoptótica. A segunda possibilidade seria uma disfunção dos reguladores da apoptose 
em hepatócitos com esteatose, agravada com a lesão de isquemia e reperfusão, resultando no 
controle dos fatores anti-apoptóticos e pró-apoptóticos como o Bcl-2, Bcl-xl e Bax [147]. 
Finalmente, a terceira possibilidade é a presença de disfunção das células de Kupffer 
associadas com a lesão de I/R em fígados esteatóticos. Ocorre diminuição na produção de 
mediadores pró-apoptóticos células de Kupffer-dependentes, tais como o TNFα e EROs, 
resultando na incapacidade de se iniciar a cascata apoptótica [125]. A falência na ativação da 
caspase 8, que é o passo precoce da apoptose, fundamenta a idéia de que a apoptose está 
reduzida em animais obesos [87].      
Em modelo experimental com fígados normais [87], o pico de apoptose comprometeu 
80% dos hepatócitos e ocorreu cerca de três horas após a reperfusão sem implicação na 
sobrevivência. Em contraste, nos fígados esteatóticos, ocorreu necrose de 70% do tecido após 
24 horas de reperfusão e todos animais faleceram. Isto enfatiza o fato de ser a necrose uma 
forma de morte celular pouco tolerada, enquanto a apoptose, mesmo que extensa, é 
compatível com a sobrevivência dos animais. A apoptose é uma reação fisiológica rápida na 
lesão isquêmica aguda. As células entram em apoptose em poucas horas e são removidas 
rapidamente pelos macrófagos sem desencadear inflamação. Isto limita a lesão do órgão, 
protege os hepatócitos e os órgãos à distância. Entretanto, com períodos de isquemia 
prolongados ocorre apoptose subtotal dos hepatócitos resultando em óbito dos animais [62, 
136].  
Selzner et al. [87], em estudo experimental, apresentaram a hipótese de ser a apoptose 
a responsável pela disfunção dos enxertos esteatóticos. Utilizando o modelo de ratos Zucker, 
portadores de esteatose grave, os autores observaram importante elevação dos níveis de AST 
e diminuição da sobrevivência após 60 minutos de isquemia normotérmica. No grupo 
controle, observaram ser a apoptose a forma final e predominante da morte celular após a I/R. 
Porém, nos hepatócitos esteatóticos houve diminuição no grau e retardo no desenvolvimento 
da apoptose, significante diminuição dos mediadores celulares de apoptose, incluindo as 
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caspases 3 e 8 e o citocromo, e extensa necrose hepatocítica. Os animais sem esteatose 
desenvolveram extensa apoptose dos hepatócitos três horas após a reperfusão (85%), 
enquanto os animais com esteatose desenvolveram o grau máximo de apoptose dos 
hepatócitos seis horas após a reperfusão (55%).  
Em estudos experimentais, investigou-se a cascata da apoptose para determinar se a 
diminuição da quantidade de apoptose está relacionada a uma falência na indução da apoptose 
ou se há um bloqueador específico na cascata. A caspase 8 é um mediador inicial da cascata 
da apoptose e se tornou ativa uma hora após a reperfusão. A ativação da caspase 8 resultou na 
liberação da citocromo c proveniente da mitocôndria. A liberação da citocromo c ativou a 
caspase 3, responsável pela fragmentação celular e morte da célula. Portanto, a liberação da 
citocromo c, ativação da caspase 3 e a fragmentação do DNA são eventos finais da cascata de 
apoptose e foram avaliados três horas após a reperfusão [148]. Nos fígados esteatóticos, após 
60 minutos de isquemia ocorreu redução na atividade da caspase 8 (uma hora após a 
reperfusão) e na liberação da citocromo c e atividade da caspase 3 (três horas após a 
reperfusão).  
A adesão de polimorfonucleares aos sinusóides esteve presentes em qualquer fase do 
estudo, não havendo diferença estatística entre os grupos. Como a apoptose mostrou-se menos 
importante na lesão de reperfusão em fígados esteatóticos, também investigou-se a necrose na 
lesão de reperfusão na esteatose. A lesão de I/R em fígados esteatóticos esteve associada com 
aumento na porcentagem de necrose com pico de 24 horas após a reperfusão (73% necrose). 
Em contraste, os fígados sem esteatose apresentaram o mínimo de necrose com pico de 18% 
após 48 horas de reperfusão. O bloqueio da apoptose reduziu significantemente a lesão 
isquêmica no grupo controle mas não teve efeito em ratos portadores de esteatose.  
No nosso estudo, através da análise semi-quantitativa da imuno-expressão das células 
apoptóticas pelo método de TÚNEL e Caspase-3 clivada observou-se que, em ambos os 
métodos, a imuno-expressão da apoptose ocorreu nos hepatócitos, no período de isquemia fria 
e após a reperfusão. A apoptose foi desencadeada no período de isquemia fria, iniciando-se na 
região da veia centro-lobular e entendendo-se até o espaço porta, observada tanto pelo método 
de TUNEL como pelo método da Caspase-3 clivada. A avaliação da imuno-expressão da 
apoptose, pelo método de TUNEL, apresentou aspecto difuso no parênquima hepático, o que 
se observa também, porém com mais intensidade, pelo método da Caspase-3 clivada.  
A análise quantitativa da apoptose, expressada pelo método de TUNEL, mostrou que o 
processo se iniciou no período de isquemia fria (pré-reperfusão), com índice de apoptose de 
0,181±0,123, que aumentou bastante após a reperfusão ainda que não de forma significante 
(p=0,07). Entretanto, ao se analisar isoladamente a imuno-expressão da apoptose, pelo 
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método de TUNEL, observou-se que nos fígados com esteatose macrovesicular, em grau 
moderado+grave, ocorreu redução na expressão da apoptose (índice de 
apoptose=0,160±0,109), p=0,05. Contrapondo-se a este achado, a expressão da apoptose, pelo 
método de TUNEL, foi mais elevada no grupo de esteatose microvesicular de grau 
moderado+grave  do que os demais (p=0,04).  
A Caspase-3 clivada foi outro método utilizado para se avaliar quantitativamente a 
expressão da apoptose. Este processo se iniciou na fase pré-reperfusão, durante a isquemia 
fria, e manteve-se na fase de reperfusão, em todos os grupos estudados. Analisando 
isoladamente o grupo macroesteatose, observou-se que a expressão da apoptose, por este 
método, foi crescente com a gravidade da esteatose porém sem significância. 
Estudo experimental com ratos obesos [87] mostrou que a apoptose foi a forma 
predominante de morte celular em fígados normais, enquanto que nos fígados esteatóticos 
havia redução acentuada dos mediadores da cascata da apoptose, da quantidade de apoptose, 
assim como um retardo no seu início, e desenvolvimento de extensa necrose após o insulto 
isquêmico [87]. Os autores observaram ainda, que a inibição da caspase não foi uma 
estratégia protetora para os fígados esteatóticos, ainda que o fossem para os normais[87]. 
Esses achados corroboram nossos resultados, no que se refere à diminuição da apoptose nos 
fígados com esteatose macrovesicular moderado+grave.  
No nosso estudo observou-se que, após reperfusão, as células de Kupffer no processo 
inicial de fagocitose dos corpúsculos apoptóticos, o que corrobora anteriores [62, 136], que 
após três horas da reperfusão, observaram diminuição da porcentagem de células apoptóticas 
devido ao processo de fagocitose pelas células de Kupffer.     
Vários métodos têm sido utilizados para detecção da apoptose, como a avaliação  por 
meio da microscopia eletrônica[149], pela eletroforese em gel de agarose [150] e pelo 
TUNEL [151]. Os sinais positivos de TUNEL foram encontrados em células necróticas e em 
algumas células na qual a fragmentação do DNA é reparada tardiamente [152]. Mais 
recentemente, epítopos de caspase clivada têm sido desenvolvidos a fim de se detectar a 
apoptose em material estocado. A Caspase-3 é a efetora central em muitas células e pode 
mediar a sua própria clivagem, assim como de outras caspases e substratos. Em células 
normais, a Caspase-3 pode existir como uma procaspase, em que o seu potencial de clivagem 
encontra-se intacto. Uma vez que a Caspase-3 é clivada, através da ativação da cascata 
apoptótica, o peptídeo final desta caspase representa um novo epítopo que não está presente 
nas células normais. A detecção deste novo epítopo deve ser único e sensível indicador de 
apoptose [152].  
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O ICAM-1 é uma molécula de adesão, membro da família das imunoglobulinas 
(CD54), que medeia uma firme adesão entre os leucócitos e as células endoteliais, e 
provavelmente contribui para migração dos leucócitos ativos das vênulas pós-capilar para o 
tecido inflamatório [153]. A expressão do ICAM-1 nas células endoteliais dos sinusóides 
inicia-se precocemente após hepatectomia parcial com pico em 24 a 48hs, observado em 
estudo experimental [153].   
Este processo é um dos mais importantes passos no desenvolvimento da lesão tecidual 
e disfunção dos órgãos [154]. O ICAM-1 é regulado pelas citoquinas como o TNFα, IL-1 e 
interferon γ [46]. Este processo parece ser dependente dos baixos níveis da IL-8 produzida 
nos hepatócitos e é mediada pela via CD11a/CD18 [132]. Aumentando-se os níveis de IL-8 
ocorreu aumento da aderência dos neutrófilos aos hepatócitos , por meio do mecanismo 
CD11b/ CD18 e foi ICAM-1 independente [132].  O TNFα foi também identificado como 
mediador da lesão tecidual, local e à distância, associado com a lesão de I/R hepática [53]. O 
TNFα fígado-derivado também induz a regulação do ICAM-1 pulmonar e hepático e tem 
importante papel no fluxo de neutrófilos hepáticos e pulmonar que ocorre após a I/R hepática 
[53].   
  No nosso estudo, observou-se, pelo método semi-quantitativo, que a imuno-expressão 
do ICAM-1 ocorreu nas células endoteliais dos sinusóides, iniciando-se no período pré-
reperfusão. Em 76.5% dos enxertos do GPR o ICAM-1 foi expresso desde a zona III até a 
zona I. O ICAM-1 apresentou maior imuno-expressão no GEG comparado aos demais grupos, 
ainda que não significante (p=0,06), em 83% dos casos, de forma predominantemente difusa 
desde a região da veia centro-lobular até a região peri-portal. Assim, o grupo com esteatose 
grave foi o que mais expressou o ICAM-1 de forma difusa. Não se pode afirmar com 
segurança as alterações relacionadas ao ICAM-1, uma vez que não foram significantes. 
Entretanto, observa-se uma tendência de associação entre o aumento da expressão do ICAM-
1, nas células endoteliais dos sinusóides, e a esteatose grave (GEG; p=0,4). Na esteatose 
macrovesicular, a média dos índices de expressão do ICAM-1 foram similares (p=0,8). A 
esteatose microvesicular, no grau moderado+grave, apresentou tendência a uma maior 
expressão de ICAM-1 em relação aos demais grupos (p=0,1). Estes dados sugerem que a 
expressão do ICAM-1 está associada com a esteatose grave e com os graus moderado+grave 
da microesteatose.          
O ICAM-1 é expresso nos leucócitos, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais de 
muitos leitos vasculares [155]. Há heterogeneidade na expressão do ICAM-1 entre os 
diferentes órgãos, dentre os quais os maiores níveis são encontrados no fígado e pulmão [156-
159]. Estudo experimental em ratos [46] submetidos a 45 minutos de isquemia hepática, 
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observou-se expressão esparsa do ICAM-1 nas células endoteliais sinusoidais e ausência nos 
hepatócitos. Após 2 horas da reperfusão as células endoteliais sinusoidais apresentaram 
intensa expressão do ICAM-1, enquanto nos hepatócitos a expressão foi esparsa. Após 6horas 
da reperfusão a expressão de ICAM-1 continua simular a anterior nos lobos hepáticos 
isquêmicos. Porém os lobos não isquêmicos também apresentaram expressão similar a 2horas 
de reperfusão [46]. Utilizando-se anti–ICAM-1 ocorreu a diminuiçao da necrose hepática e 
dos níveis séricos de ALT [46]. Concluindo-se que ocorreu aumento nos níveis hepáticos de 
mRNA para ICAM-1 durante a isquemia e na fase precoce da reperfusão e evidente aumento 
na expressão do ICAM-1 pelas células endoteliais sinusoidais e nas do parênquima.O 
bloqueio com anti ICAM-1 administrado 1 hora após a reperfusão atenuou a lesão de I/R e o 
ICAM-1 tem importante papel durante a fase da lesão neutrófilo-dependente após a I/R. ).    
Em estudo experimental observou-se que o ICAM-1 pulmonar é liberado em resposta a lesão 
de I/R hepática , enfatizando a idéia de que os mediadores se expressam no sitio da lesão, mas 
podem ter impacto nos tecidos a distância e sugerem um possível mecanismo para 
desenvolvimento da falência de múltiplos órgãos após a lesão hepática [53]. Neste mesmo 
estudo utilizou-se anti–ICAM1 e se observou diminuição no fluxo  dos neutrófilos para o 
interior do fígado e pulmão e diminuiu a lesão tecidual após a I/R hepática, suportando 
importante papel da lesão tecidual neutrófilo-dependente e de uma complexa cascata de 
mediadores inflamatórios [53]. Em fígados de humanos também observou-se aumento na 
expressão do ICAM-1 nas células endoteliais e também nos hepatócitos na inflamação aguda 
e crônica [46]. 
 
Considerações finais 
A pesquisa dos procedimentos que visam diminuir as repercussões do fenômeno de 
isquemia e reperfusão é atual e pertinente, uma vez que apresentam relevância pela 
aplicabilidade clínica destas estratégias, em situações de cirurgia hepática eletiva ou 
emergencial, prevenindo a lesão local e/ou sistêmica.  
Seguindo uma linha de pesquisa sobre lesão de isquemia e reperfusão hepática, tem-se 
procurado identificar fatores envolvidos nesta lesão e avaliar estratégias de modulação, para 
prevenir o comprometimento local e mesmo sistêmico.  
A relevância desta linha de pesquisa fundamenta-se na aplicabilidade clínica destas 
estratégias de modulação, além da compreensão da fisiopatologia da lesão. Entretanto, a 
pesquisa em animais tem como objetivo precípuo a compreensão e a aplicação clínica dos 
achados, caracterizando a pesquisa translacional.  
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A população brasileira apresenta elevada ingestão alcoólica, tão amplamente 
divulgada na imprensa e mesmo em pesquisa científica, associada à elevada ocorrência de 
obesidade. Estes fatores comprometem sobremaneira o fígado, resultando diferentes graus de 
esteatose hepática. Desta forma, o risco dos potenciais doadores de órgãos para transplante 
poderia ter o fígado acometido por esta lesão, que se associaria à lesão de isquemia e 
reperfusão no momento do transplante, comprometendo a evolução do enxerto e do paciente 
após o transplante. 
Desta forma, realizou-se esta investigação para avaliar um grupo de pacientes 
transplantados de fígado, com enfoque nos aspectos da lesão de isquemia e reperfusão, para 
futuramente se estabelecer protocolo clínico de aplicação das modulações estudadas 
experimentalmente. Desta forma, procura-se trazer para o paciente a contribuição que a 
pesquisa experimental em animais nos propicia de avanço no conhecimento. 
 
6. CONCLUSÃO  
 
1. A esteatose hepática apresenta repercussão negativa sobre a evolução do paciente e do 
enxerto após transplante de fígado, dependendo do tipo de esteatose e da extensão de 
comprometimento do parênquima. 
2. A esteatose grave e a esteatose macrovesicular diminuíram as taxas de sobrevivência de 
enxertos e pacientes.  
3. A esteatose grave associou-se ao aumento do exsudato de neutrófilos e necrose celular. 
4. A esteatose macrovesicular moderada+grave associou-se à redução da expressão da 
apoptose.  
5. A esteatose microvesicular moderada+grave associou-se a uma expressão aumentada da 
apoptose e tendência ao aumento do ICAM-1 . 
6. A esteatose microvesicular, característica da lesão precoce de I/R, não afetou as taxas de 
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Comparação dos parâmetros dos doadores entre os grupos GEL, GEM, GEG e GEA 
referentes ao grupo sangüíneo, causas de óbito, sorologias, presença de parada cardio-
respiratória e infecção, uso de drogas vasoativas, dias de permanência em UTI e níveis séricos 

























































































PCR (+) 6 (20,7%) 3 (13,6%) 1 (8,3%) 2 (9,5%) 0,64 
Infecção (+) 8 (27,6%) 8 (36,4%) 4 (33,3%) 9 (42,9%) 0,73 
Uso drogas 
vasoativas 
27 (93,1%) 20 (90,9%) 11 (91,7%) 20 (95,2%) 0,95 
























Comparando os grupos sanguíneos e doença hepática de base dos receptores entre os grupos 















































VHB + HCC 
VHB+ VHC 
VHB + VHD 
VHC 
VHC + HCC 
Doença de Wilson 



























































HCC= hepatocarcinoma, Deficiência de α1 AT= deficiência de alfa 1 anti-tripsina, CSP= 
colangite esclerosante primária, VHB= vírus da hepatite B, VHC= vírus da hepatite C, VHD= 





Análise semi-quantitativa (pelo método de HE), isolada do grupo esteatose macrovesicular, 
em graus de exudato de neutrófilos, lesão de preservação e infiltrado portal 
linfomonoplasmocitário, presença de células apoptóticas e fibrose portal, comparando os 










































































































4 (19%) 0,3 




















Análise semi-quantitativa (pelo método de HE), isolada do grupo esteatose microvesicular, 
em graus de exudato de neutrófilos, lesão de preservação e infiltrado portal 
linfomonoplasmocitário, presença de células apoptóticas e fibrose portal, comparando os 










































































































































Análise semi-quantitativa (método imuno-histoquímica), do grupo esteatose macrovesicular, 
referente ao local de comprometimento das células intra-hepáticas pela apoptose (métodos de 
TUNEL e Caspase-3) e pelo ICAM-1 e a extensão deste processo no parênquima, comparação 
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Análise semi-quantitativa (método imuno-histoquímica), do grupo esteatose microvesicular, 
referente ao local de comprometimento das células intra-hepáticas pela apoptose (métodos de 
TUNEL e Caspase-3) e pelo ICAM-1 e a extensão deste processo no parênquima, comparação 
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Local de ICAM 
ausente 
Zona 3 
Zona 3 a 2 
Zona 3 a 1 
 
7(25,9%) 
6(22,2%) 
0 
14(51,9%) 
 
4(15,4%) 
3(11,5%) 
1(3,8%) 
18(69,2%) 
 
3(15,8%) 
5(26,3%) 
1(5,3%) 
10(52,6%) 
0,4 
Acometimento ICAM 
Ausente 
Difuso 
Focal 
 
7(25,9%) 
7(25,9%) 
13(48,1%) 
 
4 (15,4%) 
11(42,3%) 
11(42,3%) 
 
3(15,8%) 
4(21,1%) 
12(63,2%) 
0,5 
 
 
 
 
 
